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Zusammenfassung

Infolge ihres modularen Organisationsprinzips verfiugen die  Nichtribosomalen
Peptidsynthetasen (NRPS) Uber ein enormes Potential bei der Entwicklung innovativer neuer
Wirkstoffe. Allerdings fuhrte die Vernachlassigung interdomanischer Wechselwirkungen
beim Protein-Engineering in der Vergangenheit zu zahlreichen Mil%erfolgen. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es daher, den Einflufd unterschiedlicher Rekombinationsstrategien
auf die einzelnen Enzymfunktionen systematisch zu untersuchen und so das nétige Ristzeug
fur die biokombinatorische Neuverknipfung der NRPS bereitzustellen.

Alle Module setzen sich aus wiederkehrenden funktionellen Doméanen zusammen, die fur
die Adenylierung (A), Thioesterbindung (T) und Kondensation (C) der Peptidaminosduren
verantwortlich sind. Als Trégern der Substratspezifitée kommt den A-Doméanen eine
Schiusselrolle zu, der mit der detaillierten Anayse von zwei Mitgliedern der
adenylatbildenden Familie Rechnung getragen werden sollte. Zum einen wurde dafir die
autonom arbeitende Acetyl-CoA-Synthetase aus Lysobacter sp. ATCC 53042 gewahlt, bel der
nicht nur eine aufBergewohnlich hohe Carbonsduretoleranz festgestellt wurde, sondern
Uberdies in Abhéngigkeit von der Liganden-Kombination beachtliche Differenzen zwischen
den Hin- und Rickreaktionen der zweistufigen Acyl-CoA-Synthese existierten. Zum anderen
wurde das erste Modul Srf-M1 der Surfactin-Synthetase aus B. subtilis ATCC 21332
charakterisiert, das auler seinem Hauptsubstrat L-Glutaminsdure keine andere Aminosaure
erkannte und aktivierte. Es besitzt zwel protease-sensitive Regionen, die genau der
Scharnierregion zwischen den A-Subdoménen sowie dem Ubergang von der C- zur A-
Doméne entsprechen und vermutlich die Hauptursache fur das Scheitern umfangreicher
Kristallisationsversuche sind.

Im Hinblick auf das Hauptanliegen wurden nunmehr systematisch verschiedene Surfactin-
Synthetase-Abschnitte und -Module neu miteinander verknipft und der Einfluld der
verschiedenen Rekombinationsstrategien untersucht. Als Modellenzyme wurden sowohl
monomodulare Hybride aus den L-Valin- bzw. L-Leucin-aktivierenden Modulen Srf-M4 und
Srf-M7 as auch bimodulare Hybridsynthetasen aus den L-Glutaminsdure- bzw. D-Leucin-
aktivierenden Modulen Srf-M1 und Srf-M3 der trimodularen Surfactin-Synthetase SrfA-A
konstruiert, wobei die Fusionen innerhalb aller drel Doménentypen A, T und C vorgenommen
wurden. Von alen untersuchten Fusionsstellen ergab nur die Rekombination innerhalb des
hochkonservierten His-Motivs eine voll funktionsfahige Peptidsynthetase, dagegen konnten
bei anderen Manipulationen wie z.B. in der Scharnierregion der beiden A-Subdomanen oder
im hochkonservierten T-Motiv nur noch Teilfunktionen nachgewiesen werden.

Nach Entfernung einer kompletten Moduleinheit produzierte die hybride Surfactin-
Synthetase von B. subtilis R13¢pyv in vivo entsprechend ihrer neuen Programmierung nur
noch ein Lipohexapeptid. Es wére vorstellbar, dal dieses Derivat vor allem wegen seiner
geringeren Erythrocytentoxizitdt eine geeignete Alternative fur das Wildtyp-Surfactin werden
konnte.



Abstract

Due to their modular organization nonribosomal peptide synthetases (NRPS) offer a most
promising target for the directed engineering of new bioactive compounds. However, the
ignoring of interdomain interactions led to many failures in former module swapping
experiments. Therefore this work was focussed on the systematic evaluation of possible
recombination sites on their impact on distinct enzymatic functions to provide the required
instruments for the biocombinatorial reorganization of NRPS.

Each module is at least composed of three functional domains responsible for the
adenylation (A), thioester formation (T) and condensation (C) of the peptide amino acids. The
A-domains determine the substrate specificity and thus play a key role in this process. This
was taken into account by a detailed analysis of two members from the adenylate forming
family. At first the autonomously acting acetyl-CoA synthetase from Lysobacter sp. ATCC
53042 was chosen, which accepts not only an unusually broad range of carboxylic acid
substrates, but also shows considerable differences between the forward and reverse reactions
of the two-step acyl-CoA synthesis in dependence on the provided ligand combinations.
Secondly, the first module Srf-M1 of the surfactin synthetase from B. subtilis ATCC 21332
was characterized which was unable to recognize and activate other amino acids than its
major substrate L-glutamic acid. It possesses two protease-sensitive regions corresponding
exactly to the previously found hinge region dividing the A-domain into two subdomains as
well as the linker area between the C- and the adjacent A-domain. These flexible regions
represent the most obvious reasons for the failure of the extensive crystallization attempts.

In view of the main objective, the next step comprised the systematic rearrangement of
distinct surfactin synthetase fragments and modules and the examination of the effects of the
different recombination strategies. As model enzymes both monomodular hybrids between the
coding regions of the L-valine and the L-leucine activating modules Srf-M4 and Srf-M7 and
bimodular hybrid enzymes between the L-glutamic acid and the D-leucine activating modules
Srf-M1 and Srf-M 3 from the trimodular surfactin synthetase SrfA-A were generated in which
fusion sites from al domain types A, T and C were used. It was demonstrated that only
recombinations within the highly conserved His-motif resulted in a completely active peptide
synthetase. By contrast, only partia catalytic competence was preserved by other
manipulations like fusions within the hinge region between both A-subdomains or within the
highly conserved T-motif.

After deletion of a complete module unit the recombinant surfactin synthetase from B.
subtilis R13cpm produced in vivo only a lipohexapeptide according to its new programming.
Because of the reduced toxicity against erythrocytes it is conceivable that this derivative will
become a suitable alternative for the wild type surfactin.
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Acetyl-CoA-Synthetase von Lysobacter sp. ATCC 53042
Ampicillin

Adenosinmonophosphat (bzw. -di- und -triphosphat)
Ammoniumperoxodisul fat

American Type Culture Collection
Adenosin-O-(y-thiotriphosphat)
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2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino] -ethansul fonsaure

I sopropylthio-3-gal actopyranosid

Kilodalton

4-Morpholinoethansul fonsaure

Molekulargewicht

Optische Dichte bei 600 nm

Polyacrylamid-Gel el ektrophorese
Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Phenylmethylsulfonylfluorid
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pounds / inch?
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Umdrehungen pro min (engl. rounds per minute)
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Module der Surfactin-Synthetase

TrisEDTA

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminopropan

Unit (Einheit der enzymatischen Aktivitét)
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-gal actopyranosid
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Anhang
VL- - KLAGKEDKK- LKTTVFQDETRI FNPPKELVEKSI VMWWKKKGFKTEKENR
MB--Q ----HKH - - - - - Tl - - - PANI ADRCLI - - - NP- QQYEAMYQ- -
VB- - Al ESVMQEH- - - - - - - - - - - RVFNPPEGFASQAAI - - - PSVEAYQAL CD- -
MR - - - mmmmmm e YEE-- - - FHRR - == == - - m o mmm e e oo

MNLKAL PAI EGDHWLKN- - YEETYRHFD- - - - = = = < == = === = e e o em oo

AWCSSDEHYL EFVIDEMAKT YVDWHKPY TKVVDDSEMP- - - YFHWFTGGEI NI TYN
- - - QSI NVPDTFWGEQCGK- | LDW KPYQKVKNTSFAPGNVSI KWYEDGTLNLAAN

- - - EAERDYEGFWARHAREL L HWTKPFTKVL DQSNAP- - - FYKWFEDGELNASYN
- - - - S| EQPEAFWAEQARA- | HWRTPPQRI LDYSNPP- - - FRQWFAGGETNLCYN
------------ WAEAEKHF- - - - = = = - = = = - = = = - - - - - - - SWHETGKLNAAYE

* * * *

AVDRHAKGAKKDKVAYI W PEPTDQPVKI TYGDLYKEVNKFANGLKSLG- LKKG
CLDRHLQE- NGDRTAI | WEGDDASQS- KHI SYKELHRDVCRFANTLLELG | KKG
CLDRNLONGNADKVAI VFEADDGSVT- R- VTYRELHGKVCRFANGLKALG- | RKG
ALDRHLDE- RGCDQLALVTI SSETGQT- RELSYRQVHREVNVFASAI RALG- VGRG
Al DRHAESFRKNKVAL YYKDAKRDE- - - KYTFKEMKEESNRAGNVL RRYGNVEKG

* % * * *

I
DRVSI YMP- M PQLPI AMLACAKLGVSHI VWFSGFSSKGLMVDRAAHCGSRAI | TV
DWVAI YMP- WPEAAVAMLACARI GAVHSVI FGGFSPEAVAGRI | DSNSRLVI TS
DRWVI YMP- MSVEGVVAMQACARL GATHSVVFGGFSAKSLQERLVDVGAVALIT TA
DRVVI YMPNVAAEAVFAMLACARI GAVHSVVFGGFAAHNLALRI DDATPKLLI CA
DRVFI FMPR- SPELYFI MLGAI KI GAI AGPL FEAFMEGAVKDRL ENSEAKVWTT

* * k% *x% * * * * *

DGFYRRGKPVPLKPNADEA- - AGGAPSVEKI | VYKRAGVDVSMKEGRDVWAHDL YV
DEGVRAGRSI PLKKNVDDAL KNPNVTSVEHVWWLKRTGCEKI DWQEGRDLWAHDL YV
DEQVRGGKAL PLKAI ADDAL AL GGCEAVRNVI VYRRT GGKVAW EGRDRWVEDVS
DAGVRGEKVI PYKPLVDAACAEAQSPPPHVLVWSRGLDPDLRLI PGRDVDYAALR

I
KGQSE- ECEPVWDPEHRLYI LYTSGI TGKPKG EHATGGNAVGPAQT L HW/FDL
EQASD- QHQAEEMNAEDPLFI LYTSGSTGKPKGVLHTTGGYLVYAAL TFKYVFDY
AGQPD- TCEAEPVSAEHPLFVLYTSGSTGKPKGVOHSTGGYLLWAL MTMKWIFDI
TQHEDAQVEVEW. ESNEPSYLLYTSGT TGKPKGVQRDVGGYAVGLALSMMI YD
- KQESTRLDI EWWDKKDGFLLHYTSGSTGTPKGVLHVHEA- M Q]YQTGKV\X/L DL

**** * % ***

KDDDVWACTADI GWTGHSY! VYAPLI LGVITSLMYEGAADYPDFGRWAKNI QDHK
HPGDI YWCTADVGWTGHSYLLYGPLACGATTLMFEGVPNWPTPARVAQVVDKHQ
KPDDLFWCTADI GWTGHTYl AYGPLAAGATQVVFEGVPTYPNAGRFWDM ARHK
RAGQVMFSTSDVGMNAVGHSYNVYGPLI AGATSVL YEGLPTNPDPGYWWASI CERYG
KEEDI YWCTADPGWTGTVYGE FAPW.NGATNVI VGGRFS- - - PESWYGTI EQLG

* * k% * * * * * *

52
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86
56
47

158
132
138
108

99

212
186
192
163
153

265
241
247
218
191
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295
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244
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M.soeh VTVLYTAPTAVRMFMKQGAE- - - - WPDKYDL SSLRLLGSVGEPI NPEAWMAYREH 425
E.coli VNI LYTAPTAI RALM - AEGDKAI EGT- - DRSSLRI LGSVGEPI NPEAVEWYVKK 401
A.eutr VS| FYTAPTAI RSLI KAAEADEKI HPKQYDL SSLRLLGTVGEPI NPEAWMAYYKN 411
L.spec VRTMFSSPTG RVLKKQDAA- - - - W.KKHDL SALHW.FLAGEPLDEPTAHW TDG 379
B.subt VNVWY SAPTAFRMLMGAGDE- - - - MAAKYDL TSLRHVLSVGEPLNPEVI RWGHKY 347

* * % * * * * k% *

11
M.soeh | GRGELQ MDTWAQTETGTFLNSPLP- | T- - PLKPGSCTFPLPGYDI SI LDEE- G 476

E.coli | GNEKCPVWDTWAITETGGFM TPLPGAT- - ELKAGSATRPFFGVQPALVDNE- G 453
A.eutr | GNERCPI VDTFWOTETGGHM TPLPGAT- - PLVPGSCTLPLPG MAAI VDET- G 463
L.spec | GKT- - - VI DNYWQTETGAPVLAL MPAL DL KPVKFGSPGLPMPGYHLRVI DEATG 431
B.subt FNK- - - Rl HDTWAMTETGSQLI CNYPCIVDI KP- - - GSM3KPI PGVEAAI VDNQ- G 395

M.soeh NEVPLGSGGNI VALKPYPSM L RAFWGDKERFMKEYWOFYWDVPGRRGVYLAGDK 530

E.coli NPLEGATEGSLVI TDSWPGQ ARTLFGDHERFEQTY- - - FSTF- - KN- MYFSGDG 501
A.eutr HDVPNGNGG LVWKRPWPAM | RTI WEDPERFRKSY- - - FPEELGGK- LYLAGDG 513
L.spec RDVGPNEKGVLTI VPPLPPGCLSTVWNDDARFLTSYFGHFKEL- - - - - LYSSLDW 481
B.subt NELPPYRMGNLAI KKGAPSM: MHTI WANPEKY- ESYF- - - - - MPG- - GAWVSCDS 441
* * * * *
v \Y,
M.soeh AQRDKD- GYFFI QGRI DDVLSVAGHRI ANAEVESALVAHPKI AEAAVVGKPDEVK 584
E.coli ARRDED- GYYW TGRVDDVLNVSGHRLGTAEI ESALVAHPKI AEAAVWVGE PHNI K 555

A.eutr SI RDKDTGYFTI MGRI DDVLNVSGHRMGT MEI ESALVSNPLVAEAAVVGRPDDMT 568
L.spec Al RDED- GYTFI LGRTDDVI NVAGHRLGTREI EESVASHASVAEAAVI GVHDELK 535
B.subt AYMDEE- GYFWFQGRVDDVI MI'SGERVGPFEVESKLVEHPAI AEAGVI GKPDPVR 495

* i * % ‘k*.*‘k‘k. * % *.* i .*** *.*
VI
M.soeh GESI VAFVI L- - - RVGNEPSPELAKDAI AFVRKTLGPVAAPTEVHFVNDLPKTRS 636
E.coli GQAl YAYVTLNHG- - - EEPSPEL YAEVRNW/RKEI GPLATPDVLHWIDSPLKTRS 607

A.eutr GEAlI CAFVWLKRSRPTCGEEAVKI ATELRNW/GKEI GPI AKPKDI RFGDNLPKTRS 623
L.spec GQVPWFATLKAG- - DAHDPHAVAT GVQDCVVRQL GAVARPARVYWAALPKTRS 588
B.subt GEl | KAFI AL- - - REGFEPSDKLKEEI RLFVK(IELAAHAAPREI EFKDKLPKTRS 547

M.soeh &Kl MRRVWKARALGNPV- - GDI STLMNPEAVD- - - - - - - - G PKIV 672
E.coli &Kl MRRI LRKI AAGDTSNLGDTSTLADPGVVEKLLEE- KQAI AMPS 652
A.eutr GKI MRRLLRSLAKGEEI T- QDTSTLENPAI LEQL- - - - KQA----Q 660
L.spec GKLLRRSI QALAESRDP- - GDLSTLDDPGAL EEVRRALERGADAGG 632
B.subt &Kl MRRVLKAVELNLPA- - GDLSTMED- - - - - - - - ----------- 572

* % * % * k%

Anhang 1: Alignment der Acetyl-CoA-Synthetasen von Methanothrix soehngenii (Eggen et al., 1991),
Escherichia coli (Blattner et al., 1993), Alcaligenes eutrophus (Priefert and Steinbiichel, 1992),
Lysobacter sp. ATCC 53042 und Bacillus subtilis (Grundy et al., 1993). Identische Aminosdurereste
wurden mit einem Stern und homologe Reste mit einem Punkt markiert. In Fettdruck wurden die
konservierten Sequenzmotive hervorgehoben.
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Enzym |Schnittstelle |srfA-A srfA-B srfA-C
Avrll  |C'CTAGG (Fusion) - -
BamHI |G'GATCC |- - -
Balll |A*GATCT 1976, 9282 13706, 14394, 15198, |23649
18021, 18237
EcoRl |G'AATTC 9230, 10036 16559, 20006 -
Hindlll [A*AGCTT 3143, 3783, 4432, 5333, | 12295, 14275, 14896,|21990, 22780, 24646,
7924, 9979 15081,16291, 17688 |24970
Kpnl |GGTAC'C |- 16662 -
Mlul  |A'CGCGT 1268, 2279, 5093, 8177 |14684, 18953 -
Notl GC'GGCCGC|3426 15161 -
Pstl CTGCA'G 1895, 2393, 4938, 9636 [11178, 13163, 15216 |22355, 22544, 22559,
24221, 24902, 25331
Sacl GAGCT'C  |1027, 3737, 8834, 9314 |15911, 16655, 19610 | 24626
Sl G'TCGAC |2851 19834 -
Sphl GCATG'C  |2770, 5270, 5881, 10282(11743, 12375 -
Xbal |T'CTAGA - - -

Anhang 2: Restriktionsschnittstellen der Surfactin-Synthetase. Es wurden nur die in der Arbeit
verwendeten Enzyme mit ihren entsprechenden Schnittstellen aufgelistet.
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Anhang 3: Sequenz-Alignment des Glutaminsdure-aktivierenden Moduls Srf-M1 der Surfactin-
Synthetase (Srf (Glu)) mit der PheA-Domane der Gramicidin-Synthetase (Grs (Phe); Conti et al., 1997)
und der GlUhwirmchen-Luciferase aus Photinus pyralis (Conti et a., 1996). Dabei wurden identische
bzw. homologe Aminosiurereste durch gelbe bzw. griine Buchstaben kenntlich gemacht. Uber den
Aminosduresequenzen der Gramicidin-Synthetase und der Luciferase sind die in den Kristallstrukturen
nachgewiesenen Sekundarstrukturelemente verschiedenfarbig dargestellt, Pfeile stehen fur -Faltblétter
und Zylinder fur o-Helices. In rot wurden die zur grof3en N-terminalen Subdoméne gehdrigen
Strukturelemente gekennzeichnet und in blau die zur kleineren C-terminalen Subdoméne gehérigen
Komponenten. Durch Kleinbuchstaben wurden im Modell nicht sichtbare Aminosauren markiert.
Zuziglich wurden in grauen Boxen die fir alle adenylatbildenden Enzyme typischen Sequenzmotive Al
bis A10 hervorgehoben. Die C-terminalen Begrenzungen der Enzyme Srf-M1 und Srf-M1AC wurden
ebenfalls markiert.
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